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研究成果の概要（和文）：細胞の癌化過程で最も深刻な悪性獲得形質は、細胞の無秩序な増殖能

と細胞死シグナルの無能力化によるアポトーシス耐性能である。本研究では、造血系悪性腫瘍

細胞におけるミトコンドリア由来内因性アポトーシス経路の無能力化機構および低酸素環境下

での細胞機能維持機構を解析し、殺癌より制癌作用を発揮する分子標的薬の探索を行い、NF-

κBの活性化によりアポトーシス耐性が誘導されるメカニズムや低酸素反応性因子（HIF）との

クロストークに関して解析した。 

 
研究成果の概要（英文）：The malignant acquired character that is the most serious in the 
tumor development of the cell is the abnormal proliferation and apoptosis resistance by 
the disablement of the cell death signal. In this study, I analyzed the disablement 
mechanism of the endogenous apoptotic process dependent on the mitochondria in the 
haematopoietic malignant tumor and cell function maintenance mechanism under the hypoxia 
environment. I also searched for the molecular target medicine which showed anti-cancer 
property. The crosstalk of the hypoxia-inducible factor (HIF) and NF-κB resulting in 
apoptosis resistance was investigated. 
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１．研究開始当初の背景 

ヒトと同様にイヌなどの伴侶動物医療に
おいても、近年悪性腫瘍の発生頻度が著しく
上昇し、個体死因のトップとなっている。小
動物臨床現場における悪性腫瘍への主なア

プローチは、１）可能な限り早期の広範な外
科的切除、２）化学療法、３）放射線療法な
どであるが、いずれも癌細胞を根絶すること
を目的としている。リンパ腫・白血病・肥満
細胞腫に対し、様々な多剤併用化学療法が試
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みられているが、癌細胞の殺滅を目指す多く
の化学療法剤には避けることの出来ない副
作用が存在する。また動物医療における抗癌
化学療法は、施設や医療体制の整備不足から、
必ずしも十分な薬物効果を得られない事も
多い。しかしながら、ヒトに比べ寿命の短い
伴侶動物において、不幸にして悪性腫瘍に罹
患しても、腫瘍細胞の増殖・浸潤・転移を遅
延し、苦痛や臓器機能不全を軽減できれば、
腫瘍と共存しながら寿命を全うすることが
可能となる。このような観点から申請者は、
基盤研究（Ｂ）（平成 18〜20 年度）において、
造血系悪性腫瘍の細胞周期調節メカニズム
を解析することで腫瘍性増殖制御法開発に
取り組み、有志分裂チェックポイントの中で
も主としてＧ1 期からＳ期への移行を制御す
る細胞周期調節分子群の発現制御について
の研究を遂行してきた。上記の研究を遂行す
る過程で、 NF-κB 経路の恒常的活性化によ
るアポトーシス耐性能の獲得や低酸素反応
性（酸素濃度の低い細胞にとって劣悪な環境
でも癌細胞が細胞機能を失わない性質）の獲
得が、細胞周期の無秩序な進行と連動しなが
ら、しかしながら異なるメカニズムで、腫瘍
性増殖の根幹を支えていることを見いだし
た。そこで、これらの知見や予備データをも
とに、造血系悪性腫瘍研究をさらに発展させ、
１）ミトコンドリア由来の内因性アポトーシ
ス制御機構における Bcl-2ファミリータンパ
クの発現動態、および、２）低酸素反応性因
子（HIF）と NF-κB のクロストークによる相
乗的機能増強機構を解明することで、殺滅で
はなく制癌作用を期待できる治療標的分子
の探索を行い、伴侶動物にやさしい新たな癌
制御法を提唱することを目指した。 
 
２．研究の目的 
（１）ミトコンドリア由来内因性アポトーシ
ス制御分子の探索 

Bcl-2 ファミリータンパクは、ミトコンド
リアに存在しアポトーシスを制御する分子
として知られるが、アポトーシスを抑制する
タンパク群（Bcl-2・Bcl-xL・Mcl-1など）と、
直接アポトーシスを促進するタンパク群
（Bax・Bak など）および間接的にアポトーシ
スを促進するタンパク群（BH3-only タンパ
ク）が存在し、これらの分子が複雑に制御さ
れて細胞死が調節されている。癌細胞では、
この調節機構に破綻があると考えられてお
り、すでに申請者は肥満細胞腫における
Mcl-1の過剰発現とそれに対応する BH3-only
タンパクの発現低下を見いだした。これを発
展させ、造血系悪性腫瘍におけるアポトーシ
ス抑制性および促進性 Bcl-2ファミリー分子
の相互関係をウェスタンブロット法や免疫
沈降法にて明らかにするとともに、遺伝子導
入法で制御実験を実施する。 

（２）低酸素反応性因子（HIF）およびその
制御分子の解析 
HIF には、様々な細胞に広範に発現する

HIF-1 と低酸素刺激にともなって発現する
HIF-2 が存在するが、いずれもその活性化に
よって血管内皮成長因子（VEGF）や線維芽細
胞増殖因子（FGF）などの血管新生作動因子
の発現が亢進する。通常 HIF には抑制因子が
作動し、過剰な血管新生を防いでいるが、癌
細胞では HIF抑制因子の機能不全が示唆され
る。すでに申請者は、ラットに HIF-2抑制因
子を siRNAでサイレンシングすることにより、
局所血管新生が促進されることを見いだし
ている。これを発展させ、HIF 特異的な抑制
因子を癌細胞に遺伝子導入し、低酸素環境下
における反応性を調べるとともに、in vivo
での血管新生抑制作用を検討する。 
（３）NF-κB活性化の遺伝子操作（過剰発現
やサイレンシング）による細胞内発現分子解
析 
正常細胞に NF-κB構成分子（p65および p50）
を過剰発現させる、あるいは、内因性 NF-κB
抑制因子である IκBαを siRNAでサイレンシ
ングすることにより細胞周期調節タンパ
ク・アポトーシス調節タンパク・低酸素反応
性因子・癌抑制因子などの発現動態の変化を
解析し、正常細胞が癌化してゆく過程におけ
る NF-κB の直接的または間接的役割を明ら
かにする。 
（４） 免疫不全マウス実験系における分
子操作試験（標的分子操作の前臨床試験） 
免疫不全マウスの担癌モデルを用いて、標的
分子の siRNAによる遺伝子サイレンシングや
抑制遺伝子の導入が腫瘍形成や拡大に及ぼ
す影響を調べ、副作用のない制癌標的分子を
探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）Bcl-2 ファミリータンパクの発現と相
互作用の解析 
イヌ及びヒトの造血系悪性腫瘍細胞株に関
して、様々な Bcl-2 ファミリータンパクの発
現動態とその相互作用を調べた。具体的には、
以下の計画に沿って研究を実施した。 

ウェスタンブロット法および免疫染色法
で網羅的に発現を評価 

免疫沈降法により経時的な分子結合やそ
の乖離を評価し、細胞種による主たるアポト
ーシス抑制性及び促進性 Bcl-2ファミリータ
ンパクの組み合わせを探索 
（２）低酸素反応性遺伝子解析 
イヌ及びヒトの造血系悪性腫瘍細胞株を正
常酸素濃度下または低酸素濃度下で培養し、
低酸素反応性因子（HIF）の発現や関連遺伝
子の発現動態を調べた。また、シグナル伝達
経路の阻害により、低酸素濃度下における反
応がどのようなカスケードで誘導されるの



 

 

かを調べた。さらに、移植実験系とレーザー
ドップラー血流画像化装置を用いて、経時的
に移植した癌組織における血流量の変化を
調べるとともに、移植マウスから様々なタイ
ミングで腫瘍サンプルを採取して低酸素反
応性転写因子群（HIF）やその制御下にある
血管増殖因子などの発現動態を検索した。 

低酸素培養による発現因子のリアルタイ
ム PCR及びウェスタンブロット解析 

レーザードップラーによる移植腫瘍組織
の経時的血流量変化の測定 

経時的な腫瘍サンプルの採取とリアルタ
イム PCR 法やジーンチップ・プロテインチッ
プ法による低酸素反応性因子群発現動態の
網羅的解析 
 
４．研究成果 

2009年度 

（１）Bcl-2ファミリータンパクの発現と相互

作用の解析 

① イヌ及びヒトの造血系悪性腫瘍細胞株に

関して、様々なBcl-2ファミリータンパク

の発現動態とその相互作用を、ウェスタ

ンブロット法、免疫沈降法、免疫染色法

を用いて解析し、細胞種による主たるア

ポトーシス抑制性及び促進性Bcl-2ファ

ミリータンパクの組み合わせを探索した

。 

② 特に肥満細胞腫瘍では、細胞周期調節因

子サイクリンD3が高発現しており、そこ

にサイクリン依存性キナーゼ２あるいは

４が結合して細胞周期を進行させている

こと、およびアポトーシス抑制性Bcl-2

ファミリータンパクのうち特にMcl-1の

発現が高いことなどが、動物種を問わず

確認された。 

（２）低酸素反応性遺伝子解析 

① 造血系悪性腫瘍細胞株を正常酸素濃度下

または低酸素濃度下で培養し、低酸素反

応性因子（HIF）の発現や関連遺伝子の発

現動態を調べた。 

② シグナル伝達経路の阻害により、低酸素

濃度下における反応がどのようなシグナ

ルカスケードで誘導されるのか、プロテ

インアレイ法で解析している。さらに、

免疫不全マウスを用いた移植実験系とレ

ーザードップラー血流画像化装置を用い

て、経時的に移植した癌組織における血

流量の変化を調べるとともに、移植マウ

スから様々なタイミングで腫瘍サンプル

を採取して低酸素反応性転写因子群（HIF

）やその制御下にある血管増殖因子など

の発現動態を網羅的に解析した。 

③ 得られた成果は第148回日本獣医学会で

発表するとともに、学術雑誌に論文とし

て掲載され、さらに学術論文として発表

した。 

2010年度 

（１）Bcl-2ファミリータンパクの制御研究 

① 造血系悪性腫瘍細胞株を用いて、発現の

亢進するアポトーシス抑制性Bcl-2ファ

ミリータンパクや、それに対応するアポ

トーシス抑制性BH3-onlyタンパクに関し

、細胞周期進行やアポトーシス耐性への

関与を解析した。 

② 肥満細胞腫で特に発現が亢進するCyclin 

D3について、数種のsiRNAを作製し、予備

試験を実施、阻止効率の高いsiRNAを選択

している。 

③ 本学動物医療センターにて、臨床症例か

ら提供を受けた造血系悪性腫瘍組織にお

けるBcl-2ファミリータンパクの発現プ

ロファイルを解析した。 

（２）低酸素反応性分子及び関連因子の発現

動態解析 

① HIFに対するsiRNAを設計、低酸素濃度下

のin vitro実験系に導入してHIF抑制効

果を確認した。また、当該siRNAがin vivo

でも効果を発揮することをマウスやラッ

トのモデルで確認した。 

② 免疫不全マウスへの移植実験系を用いて

、経時的に癌組織における血流量の変化

や浸潤3)拡大動態を、経時的に調べた。

また、様々なタイミングで腫瘍サンプル

を採取して低酸素反応性転写因子群やそ

の制御下にある血管内皮増殖因子などの

発現動態をクロマチン免疫沈降法やリア

ルタイムRT-PCR法で検索し、血管新生に

bFGFやHGFの発現が重要な役割を果たし

ていることを突き止めた。 

 

2011年度 

（１）Bcl-2ファミリータンパクの制御研究 

① 造血系悪性腫瘍細胞株を用いて、発現の

亢進するアポトーシス抑制性Bcl-2ファ

ミリータンパクや、それに対応するアポ

トーシス抑制性BH3-onlyタンパクに関し

、細胞周期進行やアポトーシス耐性への

関与を解析し、肥満細胞腫株では、Mcl-1

の発現亢進とMcl-1と結合してその機能

を抑制するBimの発現低下が認められ、こ

れが無秩序な細胞周期進行に関与してい

る可能性が示された。 

② 細胞死誘導効果が比較的低く細胞周期停

止効果の高い標的分子としてD型サイク

リンに着目し、その活性を阻害したとこ

ろ、肥満細胞腫細胞の増殖が抑制された

。 

③ 細胞株を用いて得られた結果を自然発症

例でも起こっている事象であることを確

認するために、本学動物医療センターに



 

 

て、臨床症例から提供を受けた肥満細胞

腫組織におけるBcl-2ファミリータンパ

クの発現プロファイルを解析し、同様の

結果を得た。 

④ グルココルチコイド感受性に関する転写

制御について、肥満細胞腫細胞を用いて

検討したところ、NF-κBの活性化とこれ

に連動するスプライシング因子SRp30cに

より調節されていることがわかった。 

（２）低酸素反応性分子及び関連因子の発現

動態解析 

① 肥満細胞の低酸素培養を行い、経過時間

的に細胞増殖や分化程度を調べた。この

実験は現在まだ継続中であり、浮遊性の

肥満細胞を低酸素培養することで接着性

となり、接着因子の発現プロファイルに

変化が起こることを突き止めた。 

② 免疫不全マウスへの腫瘍細胞移植実験系

を用いて、経時的に癌組織における血流

量の変化や浸潤・拡大動態を経時的に調

べた。また、様々なタイミングで腫瘍サ

ンプルを採取して低酸素反応性転写因子

群やその制御下にある血管内皮増殖因子

などの発現動態をクロマチン免疫沈降法

やリアルタイムRT-PCR法などで検索、FGF

やHGFの高発現を確認した。 
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